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　　Recently, studies of intestinal microbiota have been conducted using mainly next-generation 
sequencers to perform comprehensive bacterial DNA analyses. When using this molecular biological 
approach, intestinal bacterial DNA is extracted from fecal samples. But the influence of the fecal sample 
storage condition and the methods of DNA extraction on the analysis have not been investigated as far 
as we know. In this study, we evaluate the effects of different freezing conditions and storage periods of 
microbial DNA in fecal samples using PCR-DGGE analysis. Fecal samples were stored at −20 ºC, −80 ºC 
and −80 ºC followed by a liquid nitrogen treatment and kept for 3 months and 1 year, respectively. 
　　Microbial DNA extracted from these fecal samples was examined using PCR-DGGE analysis to 
monitor total intestinal microbiota: Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus and Clostridium groups. 
DGGE profiles demonstrated that the total bacterial flora was  stable and no significant changes were 
found due to storage conditions or periods. In genus specific detection of samples stored for three 
months, DNA bands were detected in all samples except for in part of the Clostridium group. In the case 
of fecal samples stored for one year, both at −80 ºC and also treated with liquid nitrogen, amplified 
genus specific bands were present in all samples. A different band pattern was observed only in the 
amplicon of the liquid nitrogen treated samples from the Clostridium group. On the other hand, in 
microbial DNA extracted from samples preserved at −20 ºC it was impossible to amplify specific 
fragments. Since some bacterial groups in fecal samples were affected by the freezing method, storage 
conditions and period, it appears that rapidly freezing fecal samples may be the most effective way to 
maintain intestinal microbiota.














DNA 解析は，抽出された DNA の質や量に依存し，
試料となる糞便の保存方法や DNA 抽出方法の検討
が重要となると考えられる4）。これまでに糞便の凍








た DNA の解析を行った。PCR-DGGE 法を用いる




















存，−80 ºC 保 存，液 体 窒 素 に よ る 予 備 凍 結 後 
−80 ºC 保存（以下 N −80 ºC）の 3 通りとした。な
お，保存期間は 3 か月間と 1 年間とした。
糞便からの DNA 抽出
　3 通りの冷凍条件により保存した糞便試料は，滅
菌 し た 0.1 mm 及 び 0.3 mm ジ ル コ ニ ア ビ ー ズ
（TORAY）を加えたスクリューキャップチューブに
それぞれ 20 mg ずつ凍結した状態で加えた。糞便
溶解用緩衝液を添加後，TissueLyser（QIAGEN）
により Speed25 の条件で，15 分間試料を破砕した。
遠心分離後，上清を回収し，QIAamp DNA stool 
Kit（QIAGEN）により DNA を抽出した。
rRNA 遺伝子の増幅
　本研究で用いたプライマーを Table 1 に示した。
なおすべてのフォワードプライマーには GC クラン
プ の 配 列 を 追 加 し た。DNA の 増 幅 は 2720 
Thermal Cycler（Applied Biosystems）を 用 い た。
糞便中の総細菌叢の検出は 341F と 518R を用いた。
Bacteroides の DNA の増幅は，303F と 708R を用
い た。Bifidobacterium の DNA の 増 幅 は，Bif-F
と Bif-R を用いた。Lactobacillus の DNA の増幅
は，F-Lac と R-Lac を 用 い た。Clostridium の
DNA の増幅は，Per-F と Per-R を用いた。すべて




DGGE 法による DNA の解析
　PCR により増幅した DNA の DGGE 法による解
析は DCode System（Bio-Rad Laboratories）により
行った。総細菌叢及び 4 属の DGGE 法による解析
は，8％ポリアクリルアミドゲルを使用し，濃度勾
配は 0 から 80％とした。電気泳動は 60 ºC，120 V
で 5 時 間 行 っ た。泳 動 後 の ゲ ル は SYBR Green











図 1 に 3 か月間保存試料の DGGE 法による代表的
なバンドパターンを示した（No. 1〜No. 3）。3 か月
間保存試料に含まれる総細菌叢はユニバーサルプラ




及び Lactobacillus のバンドパターンは 3 か月間保
存の試料を用いた場合，保存方法の差に関わらず，
同様のバンドパターンを示した（図 1-B，1-D）。
Bifidobacterium のバンドパターンは 3 か月間保存
の試料を用いた場合，ほとんどの試料で同様のバン
ドパターンが確認された（図 1-C）。No. 1 の試料で






















1 年間冷凍保存した試料の DGGE 解析結果
　図 2 に 1 年間冷凍保存した糞便試料の代表的な













の試料で−20 ºC 保存した試料からは DNA の増幅が
確認できなかった。Bacteroides，Bifidobacterium
及び Lactobacillus のバンドパターンは，−80 ºC 及
び N −80 ºC の保存条件であれば顕著な変化は確認
されなかった（図 2-B，C，D）。Clostridium も他の
属と同様に，−80 ºC および N −80 ºC 保存後の試
料 で は Clostridium の バ ン ド が 検 出 さ れ た（図
2-E）。また，No. 5 の試料では，N −80 ºC 保存の
試料からのみ変性剤濃度が高い部位にバンドがさら
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図 1．3 か月間冷凍保存した糞便試料の DGGE 解析
　異なる保存方法で凍結された糞便を 3 か月間冷凍保存後，DNA を抽出し特異的プライマーにより増幅した DNA を DGGE
法により検出した。図には代表的なバンドパターンを示す試料を示した。（A）はユニバーサルプライマーにより増幅した総細
菌 叢 の バ ン ド パ タ ー ン，（B）〜（E）は そ れ ぞ れ 属 特 異 的 プ ラ イ マ ー に よ り 増 幅 し た Bacteroides，Bifidobacterium，
Lactobacillus，Clostridium のバンドパターンである。保存条件の−80 は−80 ºC 保存，N80 は液体窒素による凍結後 
−80 ºC 保存，−20 は−20 ºC 保存の試料を泳動した。白枠は試料間あるいは試料内でバンドパターンに変化が確認された部分
である。M は DGGE Marker（ニッポンジーン）を泳動したレーンを表す。
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図 2．1 年間冷凍保存した糞便試料の DGGE 解析
　異なる保存方法で凍結された糞便を 1 年間冷凍保存後，DNA を抽出し特異的プライマーにより増幅した DNA を DGGE 法
により検出した。図には代表的なバンドパターンを示す試料を示した。（A）はユニバーサルプライマーにより増幅した総細菌
叢 の バ ン ド パ タ ー ン，（B）〜（E）は そ れ ぞ れ 属 特 異 的 プ ラ イ マ ー に よ り 増 幅 し た Bacteroides，Bifidobacterium，
Lactobacillus，Clostridium のバンドパターンである。保存条件の−80 は−80 ºC 保存，N80 は液体窒素による凍結後 
−80 ºC 保存，−20 は−20 ºC 保存の試料を泳動した。白枠は試料間あるいは試料内でバンドパターンに変化が確認された部分
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